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 RESUMEN 
Las heridas crónicas suponen un relevante problema de salud en todo el mundo. Para 
garantizar su curación debemos tener en cuenta y controlar los diferentes factores que 
pueden influir en el retraso de la cicatrización. Entre ellos, la infección es la causa más 
probable de la ralentización de la curación en las heridas crónicas y, en los últimos años, 
diferentes estudios muestran la relevancia del Biofilm y su papel en ella. Los 
profesionales sanitarios debemos tener un conocimiento profundo de los métodos 
actuales de diagnóstico en las heridas crónicas para poder tratarlas correctamente. La 
presente revisión sistemática pretende conocer las técnicas de diagnóstico de biofilm 
para su determinación, por lo que se procedió a una búsqueda en las bases de datos 
Medline, LILACS, CINAHL y Biblioteca Cochrane hasta abril de 2015. Se obtuvieron 
para el análisis 37 artículos, siendo la mayoría artículos descriptivos. Como resultados, 
parece haber una creciente investigación y evidencia de la relevancia de las técnicas 
moleculares, junto con muestras obtenidas por biopsia en diferentes localizaciones de la 
herida, para el correcto diagnóstico de las infecciones producidas por biofilm. Los 
cultivos tradicionales con muestras realizadas por hisopo-torunda se han basado en 
estudios de fenotipos planctónicos no determinantes de este tipo de infecciones. A pesar 
de ello, se precisan más estudios para determinar la validez clínica de las pruebas de 
laboratorio y demostrar que sus resultados son más costo-efectivos. Para la práctica 
clínica, se propone una adaptación de un algoritmo recientemente publicado, incluyendo 
en él las posibles derivaciones para la determinación en el laboratorio de biofilm, con 
los estudios disponibles. En ausencia de una prueba diagnóstica de laboratorio, los 
profesionales deberían utilizar la posible aparición de signos clínicos asociados con los 
biofilms y optar por estrategias de gestión de la herida apropiadas.  
Palabras clave: biofilm, técnicas y procedimientos diagnósticos, evaluación, heridas 
crónicas.  
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ABSTRACT 
The biofilm chronic wounds represent a significant health problem worldwide. To 
ensure healing we must consider and control the different factors that can influence the 
delayed healing. Among them, infection is the most likely cause of stalled healing in 
chronic wounds. In the last years, studies show the relevance of Biofilm and his role in 
it. Health professionals should have a thorough knowledge of current diagnostic 
methods in chronic wounds to correctly identify problems and, thereby, solve them. 
This systematic review aims to determine the diagnostic techniques for determination of 
biofilm, so we proceeded to a search on Medline, LILACS, CINAHL and Cochrane 
Library until April 2015. 37 articles were obtained for the analysis, most of them 
descriptive. As a result, it appears to be a growing research evidence of the relevance of 
molecular techniques, with samples obtained by several wound biopsies to the correct 
diagnosis of infections caused by biofilm. Culture methods with samples taken by swab 
have been based on studies of planktonic phenotype determinants of these infections. 
However, more studies for determination of laboratory tests and more cost-effective 
results are required. For clinical practice, an adaptation of a recently published 
algorithm is proposed, including in it possible ramifications for the determination of 
biofilm in the laboratory with the available studies. In the absence of a diagnostic test 
laboratory, professionals should use the potential occurrence of clinical signs associated 
to biofilms and choose appropriate strategies for wound management. 
Keywords: biofilm, diagnostic techniques and procedures, assessment, chronic wounds. 
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I. INTRODUCCIÓN  
Las heridas crónicas forman parte de un importante problema de salud en la 
población. Globalmente se ha estimado que 20 millones de personas sufren heridas 
crónicas, y el coste de su gestión y tratamiento excede, como ejemplo en EE.UU., los 
31.000 millones de dólares al año. Por otro lado, la disminución de la calidad de vida y 
de la productividad, repercuten como costes indirectos asociados a la gestión de estas 
heridas crónicas (Leaper et. al., 2014(a)). A nivel nacional, la prevalencia de UPP en 
2013 se sitúa entre el 7% y el 8% en hospitales, del 7’9 al 9’1% entre las personas de 
atención domiciliaria en atención primaria, y aumenta a un 12’6 y 14’2% en centros de 
salud (Pancorbo et. al., 2014), mientras que la prevalencia de úlceras de pierna en 
mayores de 14 años se sitúa en un 0’165% siendo el perfil de éstos pacientes 
predominante en el sexo femenino con edad superior a los 72 años (Rueda et. al. 2004). 
Además, el aumento global de la obesidad, la vida sedentaria y la carencia de hábitos 
alimenticios saludables ha ido acompañado de un incremento similar en la diabetes y las 
enfermedades cardiovasculares (Kirketerp-Moller, et. al., 2008). Estos pacientes son 
particularmente propensos al desarrollo de las heridas crónicas, que pueden ser 
colonizadas por un gran número de especies bacterianas (Bjarnsholt, 2013). Estos datos 
nos muestran la realidad actual de las heridas crónicas, que, como vemos, suponen un 
problema de salud en todos los niveles. 
Principalmente, este tipo de lesiones son tratadas en centros hospitalarios y de 
atención primaria. La enfermería cumple un papel muy importante en la identificación 
de las mismas y su tratamiento, por lo que deberemos tener un amplio conocimiento de 
las diferentes etiologías, su origen, sus posibles causas y los factores que puedan influir 
en el proceso de curación y cicatrización para su resolución.  
Factores que intervienen en la cicatrización 
En 2004, la European Wound Management Association (EWMA) ya citaba la 
dificultad de curación en las heridas crónicas a pesar de los avances científicos, lo que 
se traducía en una prolongación excesiva del proceso de cicatrización. Uno de los 
avances que ha permitido el tratamiento y evolución de las heridas crónicas fue el 
concepto de “preparación del lecho de la herida” (PLH), que consiste en un término 
dinámico que debe adaptarse a las características de estas heridas y su curación. Este 
término, acuñado por Falanga, sigue el objetivo del concepto TIME para poner en 
5 
 
práctica aquellas actividades que llevarán a la curación (EWMA, 2004; Tizón-Bouza et. 
al., 2013).  
Para poder adaptar el acrónimo TIME, desarrollado por la Wound Bed Preparation 
Advisory Board (Montero-Torres & Lozano Piñero, 2009; Leaper et al., 2014 (b)), la 
EWMA propuso una adaptación a los diferentes idiomas y disciplinas (Fig. 1). Éstos 
ofrecen las pautas para ayudar a los profesionales sanitarios a desarrollar las estrategias 
desde un enfoque integral.  
 
 
 
Figura 1. Preparación del lecho de la herida hacia la cicatrización siguiendo el esquema TIME. Términos 
propuestos al español por la EWMA. Adaptación de: (EWMA, 2004; Montero-Torres & Lozano Piñero, 2009; Tizón-
Bouza et. al., 2013).  
El esquema TIME tiene como objetivo optimizar el lecho de la herida mediante la 
corrección de los factores que retrasan la cicatrización, reduciendo además el exudado, 
el edema y la carga bacteriana. Con respecto a esta última, las heridas crónicas 
frecuentemente presentan un alto nivel de colonización debido a que permanecen 
abiertas durante largos períodos de tiempo (EWMA, 2004). Según Leaper et. 
al.(2014)(b), la infección es la causa más probable del retraso en la curación de las 
heridas crónicas abiertas por segunda intención, y un mal control puede progresar de la 
contaminación a la colonización y de infección local hasta infección sistémica, sepsis y 
síndrome de disfunción orgánica múltiple, siendo entonces potencialmente mortal. 
Además, es muy probable que la presencia de bacterias tenga influencia en los procesos 
inflamatorios, donde la liberación de enzimas citotóxicas, radicales libres de oxígeno, y 
mediadores de la misma causan excesivo daño colateral al tejido del huésped 
(Kirketerp-Moller et. al., 2008). 
Para el diagnóstico de la infección aguda siempre se ha basado principalmente en la 
evaluación clínica. Generalmente, aprendemos que el riesgo de infección se relaciona 
con el número y la virulencia de los microorganismos, así como la respuesta del 
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huésped (Edwards & Harding, 2004; Leaper et al., 2014(a)). Pero la identificación 
exacta de la infección es un reto y particularmente difícil en los pacientes con heridas 
crónicas. En la revisión de Leaper et. al., se cita como al menos la mitad de los 
pacientes con una infección pueden no manifestar signos sistémicos, y el rendimiento de 
las bacterias de una herida no necesariamente demostrar su presencia. En varias 
ocasiones los signos de infección (tabla 1) no se detectan y sólo es posible su 
determinación visible por la ralentización de la curación. 
Tabla 1. Características de la infección en heridas crónicas. Adaptación de Leaper, P(a) (2014); Leaper, P., (b) 
(2014) 
Tejido de granulación anormal (excesiva hipergranulación “vascular”) 
Sangrado del tejido de granulación friable en la superficie de la herida 
Puentes epiteliales y cavidades en el tejido de granulación 
Aumento del dolor 
Cambios en el color del lecho de la herida de rojo a verde, amarillo o negro 
Incremento de los signos inflamatorios y formación de abscesos 
Dehiscencia de la herida y ampliación de su perímetro  
El aumento de exudado y maceración de la piel circundante 
Mal olor  
Prolongación del proceso de cicatrización 
 
Infección en heridas crónicas y biofilm 
La mayor investigación sobre la patogénesis bacteriana se ha centrado en las 
infecciones agudas, pero estas enfermedades ahora se han complementado con una 
nueva categoría de infecciones crónicas causadas por bacterias que crecen en agregados 
cerrados conocidos como biopelículas (biofilm) (Bjarnsholt, 2013). Una biopelícula es 
un consorcio estructurado de bacterias incrustadas en una matriz de polímero de 
producción propia formado por polisacáridos, proteínas y ADN extracelular (Hoiby et 
al., 2011). 
Durante el crecimiento y proliferación, se ha demostrado que las bacterias tienen 
dos formas de vida, y que se desplazan de forma rutinaria de un fenotipo a otro en un 
ciclo continuo: pueden existir separadas como células individuales e independientes 
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(planctónicas), y, posteriormente, en agregados sésiles, comúnmente conocidos como el 
citado fenotipo de crecimiento de biofilm (Bjarnsholt, 2013; Cowan, 2011). 
Como un ejemplo de la formación de biofilm, Hoiby et. al. (2011) explica cómo las 
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) producen una biopelícula madura en 5-7 días. 
El primer paso consiste en bacterias planctónicas (individuales y libres en movimiento) 
que se fijan reversiblemente a una superficie, siendo aquí susceptibles a los antibióticos. 
Posteriormente, se unirán irreversiblemente a la superficie, multiplicándose y formando 
microcolonias rodeadas de una matriz de polímero que les proporcionará protección. De 
ese modo, el biofilm se torna grueso, siendo éste un rasgo característico de su madurez  
in vitro. La última etapa es la disolución focal, donde se liberan las células bacterianas, 
pudiendo extenderse a otros lugares (Fig.2).  
 
Figura 2. Desarrollo de los biofilms bacterianos. Adaptación Hoiby et.al. 2011 
Ya en 2004, Edwards y Harding citaron la creciente evidencia de la presencia de 
estas comunidades de biofilm en heridas crónicas, manteniendo de ese modo la 
protección frente a las defensas del huésped y los antibióticos. En los últimos años, 
múltiples estudios demuestran la presencia de estas biopelículas bacterianas en las 
heridas crónicas que no cicatrizan (James, et. al., 2007; Bjarnsholt, 2013). Por tanto, 
existe una relación entre la infección crónica y permanente y la presencia de biofilm. 
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Paradigmas microbiológicos y diagnóstico 
Una de las grandes revoluciones en el campo de la medicina fue el descubrimiento de 
los microorganismos y su relación con la causa de las enfermedades. Durante años, los 
patógenos se han aislado e identificado a partir de muestras de la herida utilizando 
técnicas que se idearon en el siglo XIX por Louis Pasteur y Robert Koch con éxito 
(estudio de bacterias planctónicas). Tradicionalmente, los laboratorios clínicos de 
microbiología se han centrado en el cultivo y pruebas con microorganismos en este 
estado planctónico. Aunque este enfoque todavía proporciona información valiosa para 
ayudar a diagnosticar infecciones agudas y para seleccionar las terapias con antibióticos 
apropiadas, ese fenotipo bacteriano no es representativo de la forma en que existen la 
mayoría de las especies microbianas (Cooper et. al., 2014; Hoiby et. al., 2014). 
El número de condiciones donde se conoce que los biofilms están involucrados crece 
cada año, y se estima que el 99.9% de todos los microorganismos conocidos muestran 
predilección por uniones a superficies en comunidades sésiles, ya que éstas ofrecen una 
fuente de nutrientes, protección y seguridad importante (Cowan, 2011; Cooper, 2014). 
Por tanto, en los últimos años, investigaciones han ido encaminadas hacia la 
identificación de técnicas que permitan detectar este fenotipo bacteriano. 
Es de suma importancia que los profesionales sanitarios tengamos un conocimiento 
profundo de los métodos actuales de diagnóstico y de los principios de cuidado de las 
heridas crónicas. Con ello, mejoraríamos la evolución del paciente y reduciríamos los 
costos a largo plazo, especialmente en relación con la complicación de la infección. 
Como hemos visto, se está demostrando la implicación de los biofilms en las heridas 
crónicas y en su proceso de cicatrización, por lo que una adecuada identificación 
ayudaría a la elección de medidas necesarias para paliarlo. En este trabajo, nos 
centraremos en el apartado correspondiente al diagnóstico, estableciendo qué técnicas 
actuales están disponibles y cuáles son fiables para la determinación de biofilm en este 
tipo de heridas.  
II. OBJETIVO DEL ESTUDIO 
Este estudio pretende determinar como objetivo general cuáles son los métodos de 
diagnósticos y/o de evaluación del biofilm bacteriano en heridas crónicas, mediante una 
revisión sistemática de la literatura científica y un análisis posterior de las 
publicaciones. Por otro lado, como objetivos específicos se busca conocer la efectividad 
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de los mismos en la detección del biofilm. Finalmente, se mostrará un posible algoritmo 
de elección para la identificación de biofilm en heridas crónicas en la práctica clínica. 
Objetivo general: Determinar las diferentes técnicas de diagnóstico de Biofilm 
utilizados hasta la fecha. 
Objetivo específico: Identificar qué técnicas determinan realmente la existencia de 
biofilm. Proponer un algoritmo de elección de la técnica a utilizar en la práctica clínica. 
III. MATERIAL Y MÉTODO 
Diseño 
Se realizó una revisión sistemática de la literatura científica. La revisión se ha basado 
en las recomendaciones del grupo de trabajo PRISMA (Urrútia & Bonfill, 2010). 
Método de búsqueda 
Estrategia de búsqueda 
Mediante búsquedas en las siguientes bases de datos: Medline (Pubmed), Biblioteca 
Cochrane, CINAHL y LILACS, durante el período que incluye los años de inicio de las 
bases de datos hasta abril del año 2015. Como descriptores se incluyeron, tanto en 
castellano como en inglés, las palabras biofilm, chronic wound, ulcer, diagnostic, 
evaluation y assessment. En la estrategia de búsqueda, dichas palabras se seleccionaron 
en la base de datos MeSH (tesauro de Pubmed) y mediante texto libre en aquéllas que 
no estaban presentes. Por otro lado, se utilizaron caracteres de truncamiento (*) en las 
palabras Chronic Wound, ulcer, y diagnosis, y para determinar la relación entre los 
términos de búsqueda se emplearon los operadores booleanos AND y OR. 
Criterios de inclusión y exclusión 
Se han incluido los estudios que hacían referencia a métodos de diagnóstico de 
biofilm y técnicas para la identificación del mismo, así como técnicas de recogida de 
muestras para este fin. Considero artículos relacionados con el tema del trabajo en 
cuestión a aquellos en los que la identificación del biofilm se centra en el diagnóstico en 
las heridas crónicas. 
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Se excluyeron del posterior análisis de la revisión aquellos artículos en los cuáles la 
base de su estudio de diagnóstico de biofilm se desarrollaba en otros campos no 
correspondientes a heridas crónicas, como odontología, fibrosis quística, dispositivos 
(vías intravenosas, tubo endotraqueal, materiales ortopédicos), aquellos relacionados 
con el tratamiento del biofilm y aquellos en los cuales el centro de la investigación no 
correspondía con las características de esta revisión. 
Extracción de datos y síntesis de los resultados 
Para la extracción de los datos de los artículos seleccionados para la revisión, dos 
investigadores (LT y JV), seleccionaron cada estudio y registraron los datos de manera 
independiente. Para tal hecho se elaboró una hoja de extracción de datos con 
definiciones operacionales de los datos a extraer, para minimizar los posibles sesgos. 
Los datos se sintetizaron mediante una síntesis narrativa (Popay et al., 2007). Debido 
a la heterogeneidad de los estudios, en términos de diseño y características de los 
mismos, no fue posible llevar a cabo una síntesis cuantitativa (meta-análisis). Los 
hallazgos de los diferentes estudios, independientemente de su diseño, se compararon y 
se contrastaron para elaborar una serie de temas relacionados con las técnicas 
diagnósticas. 
IV. RESULTADOS/DISCUSIÓN  
En este apartado se procederá al análisis de los resultados obtenidos. Durante el 
mismo, los contenidos serán discutidos con el fin de conseguir una conclusión crítica en 
relación a los diferentes métodos de diagnóstico.  
Tras llevar a cabo la búsqueda sin restricción de fecha hasta abril de 2015, se 
encontraron un total de 141 artículos en las siguientes bases de datos: Medline 
(Pubmed) con un total de 102, LILACS con 20 resultados, CINAHL con 17 y, 
finalmente, la Biblioteca Cochrane Plus, con 2 artículos obtenidos. 
Sin embargo, no todos cumplieron los criterios de inclusión, y tuvieron que ser 
excluidos todos aquellos que centraban su trabajo exclusivamente al tratamiento del 
Biofilm, así como estudios cuyo eje central no correspondía con el diagnóstico de 
biofilm en heridas crónicas (observación de la estrategia de búsqueda Fig.3). Entre los 
seleccionados para esta revisión sistemática, nos encontramos con un total de 37, siendo 
la mayoría artículos obtenidos de Medline (Pubmed). Cabe citar que varios de los 
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artículos seleccionados de CINAHL correspondían con artículos seleccionados de 
Medline, por lo que se descartaron del análisis. 
 
Figura 3. Diagrama de Flujo sobre la estrategia de búsqueda realizada en la presente revisión sistemática 
En el análisis, los 37 artículos aportan información sobre métodos de identificación y 
técnicas para detectar y estudiar biofilm en los laboratorios, mientras que 16 trabajos 
ofrecen información sobre la adecuada recogida de muestras. Entre la tipología de 
estudio empleado, podemos encontrar varios estudios descriptivos (algunos con estudio 
de evidencia científica en sus artículos seleccionados), ensayos cuasi-experimentales, 
varios estudios de casos, un estudio de casos y controles, a propósito de un caso, estudio 
de cohortes retrospectivo y un estudio comparativo de carácter retrospectivo (Fig. 4). 
Llama la atención la gran presencia de estudios descriptivos en orden de revisiones 
literarias tras la búsqueda (12 artículos de 16). Este hecho muestra la importancia de 
seguir ampliando investigaciones experimentales para poder conseguir estudios basados 
en evidencias científicas sólidas.  
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Figura 4. Tipo de estudios seleccionados para la revisión 
Para poder llevar a cabo un diagnóstico en las heridas crónicas, debemos tener en 
cuenta varios factores (medicación habitual; presencia de patología previa como puede 
ser diabetes o problemas cardiovasculares; factores socioculturales, físicos y 
ambientales, entre otros). En el diagnóstico de la infección, tanto la determinación 
bacteriológica mediante análisis de laboratorio como los signos clínicos han sido 
utilizados. Pero, ¿cómo recogemos la muestra para su posterior transporte al 
laboratorio? ¿Qué técnicas existen en la actualidad para poder analizar dichas muestras? 
¿Existen signos clínicos que podrían ayudar a identificar el biofilm? 
Recogida de muestras  
Las técnicas de obtención de muestras para el posterior análisis microbiológico 
incluyen la biopsia y la extracción mediante un hisopo-torunda. A pesar de ello, el 
debate sobre qué método es el adecuado está abierto.  
En las heridas crónicas, las bacterias están organizadas en pequeños grupos y de 
forma heterogénea. Su tamaño oscila entre los 4 y los 200 μm en tejidos, y entre los 5-
1200 μm en el cuerpo del huésped. Por tanto, las muestras pueden mostrar falsos 
negativos dada la baja representación del foco de infección, y el diagnóstico del biofilm 
puede ser difícil (Cooper et al., 2014; Bjarnsholt, 2013).  
Estudios analizados (James et al.,  2007; Bjarnsholt, 2013; Kirketerp-Moller et al., 
2008; Smith et. al., 2010) muestran la gran variedad y distribución de las bacterias en el 
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lecho de la herida. Debido a la creciente investigación en esta diversidad, para Cooper 
et. al. y Lavigne et al. (2015) entre otros, la aplicación de recogida mediante hisopo-
torunda en heridas no es representativa ya que sólo puede recoger los microorganismos 
de las superficie, y una biopsia puntual “a ciegas” puede dar falsos negativos o dejar de 
contener bacterias (Bjarnsholt, 2013; Burmolle et al., 2010; Kirketerp-Moller et al., 
2008). Como reflexión ante este dilema, algunos proponen combinar un hisopo que 
cubra minuciosamente toda la superficie de la herida con varias biopsias (Cooper et al, 
2014; Leake et al., 2009) 
Por otro lado, en la guía actual para el diagnóstico (Hoiby et. al., 2014) y su revisión 
sistemática en la evidencia, manifiesta que la biopsia está considerada como la muestra 
más fiable para revelar biofilm en heridas. El uso de torunda aquí se considera un 
método inadecuado, ya que sólo representa la superficie (pudiendo ésta ser contaminada 
por la flora de la piel), no identifica el crecimiento de anaerobios en las áreas profundas 
del tejido y, además, la fuerte adherencia del biofilm al epitelio del huésped impediría 
su recogida. James et al. (2007), procedieron a recoger varias biopsias de 27 sujetos en 
“sacabocados” (punch) de 5 mm, obteniendo así tejidos de la base de la herida. 
Posteriormente pudieron analizar e identificar biofilm mediante técnicas moleculares a 
partir de esas muestras. Fisher et al. (2010) no quedan atrás, y en su estudio 
consiguieron identificar biofilm a partir de varias biopsias, empleando de nuevo técnicas 
moleculares de laboratorio. 
1. Hisopo de tejido 
viable (no escara 
necrótica)
2. Desbridar la 
necrosis para acceder 
al tejido viable
3. Limpiar la herida 
antes de la recogida
6. Obtener 
suministros y medios 
de cucltivo 
adecuados
5. Uso de técnica 
estéril
4. Aplicar suficiente 
presión sobre el 
hisopo para extraer 
fliuido del tejido
7. Garantizar el 
transporte oportuno 
del cultivo al 
laboratorio
8. Proporcionar 
etiquetado completo 
y descripción de la 
muestra
9. Buscar un 
laboratorio capaz de 
procesar la muestra
Figura 5. Obtención de una muestra por hisopo-torunda. Adaptado de Siddiqui & Bernstein (2010) 
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Durante la obtención del material extraído, las muestras profundas del 
desbridamiento parece que son apropiadas para los resultados. A pesar de los cultivos 
que se suelen realizar, la práctica no ha sido estandarizada, por lo que Siddiqui y 
Bernstein, en 2010, propusieron una serie de pasos para obtención de muestra mediante 
hisopo-torunda (Fig. 5). 
A pesar de ello, si se precisara el estudio de bacterias anaerobias (presentes en el 
biofilm), el frotis seguiría sin identificarlos en el laboratorio, necesitando entonces 
medios de cultivo específicos. Otro estudio que evalúa las muestras obtenidas por 
enfermeras mediante hisopo-torunda ha sido realizado por Miller et al. (2010). Los 
hisopos se obtuvieron por las enfermeras utilizando una técnica de zigzag tras haber 
limpiado previamente e irrigado con agua estéril las heridas. Ésta implica la rotación de 
un hisopo en un zigzag de 10 puntos a través de un lecho de la herida completamente 
limpio, evitando cualquier tejido necrótico y/o borde que pueda contaminar. Sin 
embargo hubo discrepancias en los resultados del cultivo y frotis y la evaluación clínica 
de las enfermeras, posiblemente por la presencia de biofilms y su adherencia al lecho. 
Hay evidencias que demuestran que la aplicación de la técnica Levine (Fig. 6) 
demostraría mejores resultados de muestreo en 
hisopos (Miller et al., 2010; Leaper et al., 2014 
(a)). Pero, efectivamente, la biopsia sería el 
método de elección para la recogida de muestras 
de posible infección por biofilm (Miller et al. 
2010; James et al., 2007). 
Lo ideal sería que las muestras pudieran 
identificar correctamente el origen de la infección 
y las bacterias que intervienen para, de ese modo, 
ser útil en la aplicación de tratamientos 
específicos. A pesar de existir varios modelos, 
parece que todos los estudios coinciden en la poca 
estimación de las bacterias presentes en la 
infección mediante la recogida por hisopo-
torunda, dificultando entonces la identificación de 
biofilm. La conclusión a la que llegan varios estudios 
es la aplicación de múltiples biopsias combinadas con 
TÉCNICA DE LEVINE 
La técnica de hisopo de 
Levine consiste en la 
rotación de un hisopo 
sobre un área de 1 cm2 
con presión suficiente 
para extraer fluido 
desde dentro del tejido 
de la herida.  
Posteriormente se agita 
en 1 ml de medio de 
transporte antes de, a 
continuación, diluirlo 
en serie y cultivarlo en 
placas de Petri. 
Figura 6. Qué es la técnica de Levine. 
Adaptado de Leaper et al (2014) (a)); 
Miller et al. 2010) 
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una técnica de hisopo-torunda adecuada y precisa para evitar la contaminación, pero, 
¿dónde residiría el problema? Parece que la recogida de muestras no es el único, ya que 
posteriormente se debe analizar mediante métodos y técnicas de laboratorio. ¿Dónde 
deberíamos destinar estas muestras? 
Métodos de diagnóstico de biofilm. Determinación en el laboratorio 
Para la determinación de biofilms en los laboratorios y que la microscopía muestre 
evidencia del proceso, la guía para el diagnóstico ESCMID (Hoiby et al., 2014) expone, 
en su revisión, que se debe mostrar un proceso infeccioso, como la presencia de 
leucocitos, y que los microorganismos presentes demuestren ser agregados microbianos 
incrustados en una aparentemente matriz auto-producida y distinta de la que rodea al 
tejido, característico de este fenotipo bacteriano. 
El cultivo estándar parece no revelar verdaderamente la diversidad de bacterias en las 
heridas crónicas. Los perfiles bacterianos de heridas crónicas infectadas por medio de 
cultivo pueden subestimar la presencia de patógenos importantes, tales como P. 
aeruginosa  (Hoiby et al. 2014; Kirketerp- Moller et al., 2008; Bjarnsholt, 2013). Se ha 
demostrado en algunos estudios que el uso de métodos dependientes de cultivo para la 
identificación de los microorganismos en la herida permite el aislamiento y la 
identificación de sólo el 5% de las especies bacterianas (Fig.7). Este hecho queda 
contrastado con el estudio de Wolcott en 2009, a través del cual se diagnosticó la 
presencia de hasta 62 géneros diferentes bacterianos en las muestras de 2 úlceras 
crónicas venosas mediante la utilización de 
técnicas moleculares (secuenciación 16S 
ribosomal  bTEFAP). Los métodos de cultivo 
tradicionales pueden estar muy sesgados como 
herramienta de diagnóstico, ya que seleccionan 
organismos fácilmente cultivables y difícilmente 
los anaerobios, presentes también en el biofilm 
(Dowd et al., 2008).  
Sin embargo, las técnicas moleculares pueden 
detectar incluso pequeñas poblaciones de 
bacterias específicas (Cooper et al., 2014).  
Cultivo 
estándar
Técnica 
molecular 
(16S bTEFAP)
Figura 7. Ejemplo de representación de 
bacterias según el tipo de técnica 
microbiológica. Adaptado de Kirketerp- Moller 
et al., 2008; Bjarnsholt, 2013; Wolcott et al. 
2009; Rhoads et al. 2012.  
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Existen multitud de técnicas moleculares para la identificación de biofilm. La 
identificación de las bacterias formando biopelículas en las heridas puede evaluarse 
utilizando varios métodos moleculares como las huellas digitales, utilizando 16S rRNA, 
hibridación in situ fluorescente (FISH), pirosecuenciación y PCR cuantitativo (Q-PCR)  
(Fonseca, 2011; Burmolle et al., 2010). Entre ellos, además, se pueden combinar. A 
continuación se muestran aquéllas técnicas identificadas en los estudios y aquellos que 
mostraban, en los mismos, resultados positivos en el diagnóstico de biofilm: 
- PCR cuantitativo: permite la caracterización en pocas horas de los 
microorganismos presentes en las heridas y el número de P. aeruginosa y S. 
aureus. Es un método prometedor para la rápida caracterización de las bacterias 
presentes en heridas crónicas y es usado para establecer la cantidad en diferentes 
muestras obtenidas de diferentes localizaciones de la herida (Leake et al., 2009). 
Puesto que las técnicas de cultivo o independientes del cultivo (como PCR) no 
pueden distinguir entre crecimiento de biofilm y microorganismos planctónicos, 
la identificación de biofilms se basa en la detección microscópica de los 
agregados microbianos situados en una matriz (Hoiby et al., 2014). 
- Métodos de pirosecuenciación: contribución de hongos y bacterias en una 
muestra, como la técnica de secuenciación 16S ribosomal bTEFAP. Dan 
resultados en 24 h (Fonseca, 2011; Wolcott, 2009; Smith et al., 2010; Dowd et 
al., 2008). 
- PCR de genes de rRNA (que utiliza Q-PCR y pirosecuenciación): proporciona 
información sobre la presencia de bacterias viables y no viables, la prevalencia y 
el tipo de especie. No existe información sobre organización, distribución, 
patogénesis. Los métodos de PCR 16S rRNA basado en genes (Q-PCR y 
pirosecuenciación) proporcionan información sobre la presencia, la prevalencia 
y el tipo de especies bacterianas en heridas crónicas y pueden identificar hasta 
un 40% más que mediante cultivo tradicional (Wolcott, 2009). 
- FISH con sonda de ADN (ácido péptico específico de la especie de ácido 
nucleico PNA) consigue información sobre la prevalencia y organización y 
además visualiza las comunidades bacterianas que existen en las biopelículas. La 
identificación microscópica específica de los microorganismos del biofilm en 
muestras (biopsias o hisopos) se puede hacer por medio de pruebas FISH (Hoiby 
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et al., 2014). Esta técnica molecular también fue empleada en varios estudios, 
reconociendo así el biofilm (Hoiby et al., 2014; Cooper et al., 2014; Hoiby et al., 
2011; Bjarnsholt 2013; Kirketerp-Moller et al., 2008; Wethen et al., 2010). 
- Combinación PNA-FISH y microscopía de barrido láser confocal (CLSM): 
evalúa la distribución espacial y la organización estructural de las bacterias de 
biopelícula en las heridas crónicas. El método combinado demostró que las 
comunidades microbianas en las heridas crónicas son a menudo polimicrobianas 
(Wethen et al., 2010; Boutli-Kasapidou et al., 2006; Kirketerp-Moller et al., 
2008; Yang et al., 2013; Hoiby et al., 2014) 
- Técnicas como la microscopía de escaneo láser confocal (CLSM) y 
microscopía electrónica de barrido (SEM) son los más apropiados para 
revelar biopelículas en biopsias (Hoiby et al., 2014).   
Además, un elevado grado de evidencia (Hoiby et al., 2014) muestra que el análisis 
microscópico se puede hacer usando el microscopio tradicional de luz y métodos de 
tinción de rutina incluyendo tinción de Gram, que tiñe tanto el tejido como el moco y 
las células inflamatorias, bacterias y matriz del biofilm. El análisis de biofilm mediante 
estas técnicas se consiguió en estudios cuasi-experimentales como Hoiby et al. (2011) u 
Oates et al. (2014). 
Para implementar nuevos modelos en el estudio de las características del biofilm, 
Agostinho et al. (2011), Yang et al. (2013), Werthen et al. (2010) y Canno, (2010), 
mediante el uso de materiales sintéticos y biológicos, muestran con sus experimentos 
nuevas técnicas para el conocimiento de este fenotipo. Es interesante, ya que puede 
abrir una veda al campo de la investigación sobre el biofilm y su identificación para el 
diagnóstico en la clínica y el laboratorio. La detección en estos modelos de biofilm se 
realizó, de nuevo, con técnicas moleculares de laboratorio, siendo éste identificado. 
Las técnicas anteriormente referidas son complejas y se limitan mayoritariamente en 
la actualidad a laboratorios de investigación, por lo tanto hay una necesidad de 
desarrollar medios más simples para detectar biofilms en un diagnóstico microbiológico 
de rutina. 
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Signos clínicos en la infección por Biofilm y propuestas futuras 
El diagnóstico de la infección de la herida se hace principalmente sobre la base de 
síntomas clínicos. Sin embargo, se demostró que la carga microbiana de muestras de la 
herida puede ser superior a 1 x 105 microorganismos/g de tejido, sin signos de infección 
clínica, mostrando así una necesidad urgente de revisión de las directrices establecidas 
para el diagnóstico de infecciones de la herida (Fonseca, 2011). En enfermería, la 
presencia de protocolos que ayudasen a reconocer el biofilm y su posterior tratamiento 
en la clínica ayudaría a la evolución de la cicatrización, disminuyendo el tiempo de la 
misma. Para conseguir este hecho, Metcalf, Bowler y Hurlow (2014) propusieron un 
algoritmo de determinación en la práctica clínica de biofilm que parece ajustarse. 
Rajpaulk (2015) ya lo cita en su revisión de la literatura, donde argumenta que el 
diagnóstico de un fenotipo de biofilm se hace generalmente a través de la evaluación 
clínica y el análisis microscópico o molecular.  
Figura 8. Algoritmo clínico para la identificación de biofilm en heridas crónicas. Adaptado de Metcalf et al. (2014). 
Basado en Metcalf (2014), Wolcott et al. (2011), Dowd et al. (2011). 
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Como hemos visto, las pruebas de microbiología clínica estándar están optimizadas 
para el cultivo de las bacterias planctónicas y tienden a no medir de forma adecuada el 
fenotipo de biofilm. La opción al análisis microscópico y molecular debería estar 
disponible para los clínicos en los centros de atención a este tipo de pacientes, siendo 
posible obtener resultados como los mostrados en los estudios de Wolcott et al. (2011) y 
Dowd et al. (2011). Para aproximar estos conceptos, se ha propuesto una adaptación del 
algoritmo de Metcalf et al. (Fig.8), incluyendo en él las posibles derivaciones para 
determinación en el laboratorio de biofilm.  
En el futuro esto puede ser útil para guiar la preparación del lecho de la herida de 
forma eficaz y poder ayudar en la selección de procesos de intervención. Sin embargo, 
en ausencia de una prueba diagnóstica de laboratorio, los profesionales deberían utilizar 
la posible aparición de signos clínicos asociados con los biofilms y optar por estrategias 
de gestión de la herida apropiadas. 
V. CONCLUSIONES 
Tras observar la literatura, se puede concretar que la mayoría de estudios se muestran 
a favor de la determinación de biofilm a partir de técnicas de laboratorio basadas en 
análisis moleculares. Como recogida de muestra para el laboratorio, el método de 
extracción por biopsia de la herida se presenta como el más riguroso, aunque precisa 
una correcta elaboración de la técnica por el riesgo de complicaciones. Se requeriría 
enseñar y empoderar a los profesionales para poder aplicar el procedimiento.   
El aumento del número de heridas crónicas en la población es un problema 
importante y actual. El conocimiento de la relación entre los conceptos de la cronicidad 
de la herida y la biopelícula es de suma importancia. Ya existe una fuerte necesidad de 
estrategias de tratamiento eficaces, por tanto, es crucial para el desarrollo conocer 
medios para diagnosticar infecciones de biofilm. Sin embargo se debe tener en cuenta 
que no existen métodos rutinarios de detección de biofilm disponibles y las 
intervenciones eficaces dependen de la calidad del diagnóstico. Se precisan estudios de 
calidad que desarrollen medios más simples para detectar biofilm, así como técnicas que 
permitan identificarlo a nivel clínico. 
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